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論文内容の要旨
主要組織適合性複合体 class IIB（major histocom-
patibility complex，MHC class IIB，IIB）は，微生物
などに由来する外来性抗原由来のペプチド断片を提示し
てヘルパーＴ細胞を活性化し，B細胞による抗体産生を
促す。IIB のペプチド結合領域（peptide binding re-
gion，PBR）は多型性に富み，種として認識しうるペ
プチドの多様性を増す方向に正の選択圧を受けている。
ニワトリ（Gallus gallus，Gg）では GgIIBハプロタイ
プと各種疾患感受性との関係が示唆されているが
GgIIBの近傍にはMHC class I（GgI）をはじめ免疫応
答やストレス応答など基本的生命現象に関与する遺伝子
がクラスターをなして存在し（MhcB領域），しかもこ
れら遺伝子が互いに強い連鎖不平衡関係に在るため，疾
患感受性と関わる遺伝子を明確にした報告は少ない。
これに対し，ニホンウズラ（Coturnix japonica，Cj）
はニワトリと同じキジ科に属し両者間でキメラおよび
F1の作出が可能であることから，ニホンウズラ MHC
領域，MhcCoja領域はニワトリMhcB領域と酷似して
いることが予想された。MhcCoja領域の遺伝子の構成
はMhcB領域と類似していたが，class IIB（CjIIB）が
7座位も存在するなど，直接抗原認識に関与する遺伝子
座が著しく重複していた。さらに，CjIIB領域の 5種類
のハプロタイプ（CjIIB-HT）間で，cDNAのクローニ
ングにより機能的な CjIIBの遺伝子構成を比較解析し
たところ，Copy number variation（CNV）が確認され
た。しかし，CjIIB領域は複数の遺伝子座を含む数 kb
にわたる類似した配列が複雑に重複しているため，サブ
クローニングに頼る従来の解析法では，CjIIB遺伝子構
成の全容を明らかにすることは困難であった。
そこで，本研究ではまず CjIIB 領域のハプロタイプ
を多型マーカーにより特定し，ついで次世代シーケン
サー（NGS）による網羅的な解析により機能的 CjIIB
が極めて多様性に富むことを明らかにした。
1． MhcCoja領域の DNA多型解析
1）MhcCoja領域の 7マーカーのアレル解析
本研究室にて飼育管理している A，B，ND，K，Pお
よび Y 系の 6 系統，270 個体のニホンウズラゲノム
DNA を供試した。MhcCoja 領域の上流より，HEP21
（①），TRIM39.2（②）および BTN2（③）（以上 TRIM
領域），DBB1（④ : Class IIB領域），ならびに DMB1
（⑤），DMB2（⑥）および TAP2（⑦）（以上 Class I
領域）の 7マーカーについてタイピングした。各マー
カーには 4∼6個のアレルが検出され，また何れの系統
もすべてのマーカーについて複数のアレルが検出され
た。B系は 7マーカーの平均アレル数（5.0）がもっと
も多く，逆に K 系のそれ（2.3）がもっとも少なかっ
た。また B系の①，②および③では低頻度ながら他系
統に認められないアレルが検出されたが，他のマーカー
および系統に特異的なアレルは認められなかった。
2）MhcCoja領域の 7マーカーによるハプロタイプ解析
ハプロタイプ推定プログラム PHASEを用いて，1）
で決定した各個体のアレルの組合せからなるハプロタイ
プを推定した。
（1）隣接する 2つのマーカーによるハプロタイプ : ②
& ③，③ & ④および④ & ⑤が特定のアレル以外とハプ
ロタイプを形成した割合（それぞれ 4.7%，13.1%およ
び 13.1%）は，① &②，⑤ &⑥および⑥ &⑦が特定の
アレル以外とハプロタイプを形成した割合（0.2%，0.2
%および 1.9%）に比べて高値を示した。
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（2）3つのマーカーによるハプロタイプ : ③，④ &⑤
のハプロタイプの種類は 44種類ともっとも多く，つい
で①，② & ③のハプロタイプの種類は 20種類であり，
⑤，⑥ & ⑦のハプロタイプの種類は 8種類ともっとも
少なかった。また，Y系および B系は，他の系統に比
べて③，④ & ⑤および①，② & ③のハプロタイプの種
類が多く，逆に K系はもっとも少なかった。
（3）全 7マーカーよるハプロタイプ : 75種類のハプ
ロタイプが検出されたが，このうち 55種類は系統に特
異的なハプロタイプであった。
以上のことより HEP21 と TRIM39.2 との間（① &
②），ならびに DMB1，DMB2 および TAP2 との間
（⑤，⑥ & ⑦）に強い連鎖関係（ハプロタイプブロッ
ク）が存在することが示唆された。一方，② & ③，③
& ④および④ & ⑤は特定のアレル以外とハプロタイプ
を形成した割合が高かったため，TRIM39.2 と BTN2
との間（② &③），BTN2と DBB1の間（③ &④），な
らびに DBB1 と DMB1 との間（④ & ⑤）にそれぞれ
組換え部位が存在することが示唆された。したがって，
組換えハプロタイプを活用することで各領域の機能を独
立して解析できることが確認された。
2． 機能的MhcCojaIIB（CjIIB）の多様性解析
1）454GS Juniorによる各ハプロタイプの機能的 CjIIB
の同定
1．でハプロタイプを推定した個体から，Class IIB
領域内の DBB1 に検出された 6種類のハプロタイプ
（CjIIB-HT*01∼*06）をカバーするように 21個体を選
抜し，さらに詳細なハプロタイプ情報を得るため
BTN1（TRIM 領域），Tapasin（Class IIB 領域），な
らびに CD1.1および CD1.2（CD1領域）をタイピング
した。ついで，これらの個体の末梢リンパ球から全
RNAを抽出し，鋳型とした。CjIIBのもっとも多様性
に富む Ex2は，抗原ペプチドと直接結合し 18個のアミ
ノ酸残基により構成される PBRを含む。この Ex2をカ
バーする Ex1の一部から Ex3の一部まで（411bpまた
は 441bp）を共通で増幅するプライマーペアを用いた。
このプライマーにアダプター配列などを付加したフュー
ジョンプライマーにて，鋳型 RNA を RT-PCR 増幅し
た。454 GS Juniorが産出するリード数は平均 1×105で
あるが，PCR産物の推定サイズをカバーしうるリード
長を得ることが可能である。そこで本項では各 CjIIB-
HTの機能的 CjIIB遺伝子の種類を特定することを目的
とした。
（1）CjIIB-HT*01の機能的 CjIIBの検出 : Class IIB
領域のハプロタイプは，いずれも CjIIB-HT*01のホモ
接合体だが，TRIM領域および Class I領域以降のハプ
ロタイプは互いに異なる 5個体を供試した。Class IIB
領域以外の領域のハプロタイプが異なっているにも関わ
らず，これら 5個体の機能的 CjIIB配列は一致してい
た。また，既知のコンティグマップに認められる 7種類
の CjIIB配列は既報のサブクローニングにより検出さ
れた各配列のクローン数の頻度とほぼ一致する出現頻度
で認められた。さらにいずれの個体においても 5種類の
新規 CjIIB配列が認められた。したがって本法はサブ
クローニング法より高感度に機能的 CjIIB配列を検出
しうること，ならびに CjIIB-HT*01の機能的な CjIIB
は，いずれも Class IIB領域（BTN2∼Tapasin∼DBB1
近傍）に座位することが示唆された。
（2）機能的 CjIIBの塩基配列の同定 :（1）をふまえ，
他の CjIIB-HTをもつ個体を加えて，同様の手順にて機
能的 CjIIB 配列を解析したところ，22 種類の既知
CjIIB配列および 22種類の新規 CjIIB配列の計 44種類
の配列を確認した。なお，新規 CjIIB 配列のうち 2種
類は，特定の CjIIB-HTの半数未満の個体のみで検出さ
れた。
（3）機能的 CjIIBの系統樹解析 : DBB1*02と 6種類
の類似配列（DBB1*02グループ）は，いずれも CjIIB-
HT*02に検出され，クラスターを形成した。同様に，
DGB1と 5種類の類似配列に DDB1および DEB1を加
えた計 8種類の塩基配列（DGB1 グループ），CjIIB16
と 3種類の類似配列（CjIIB16 グループ），ならびに
DCB1 の 5アレル（DCB1 グループ）も，それぞれク
ラスターを形成した。
（4）各 CjIIB-HTにおける機能的 CjIIB配列数の多型
（CNV）: 44種類の CjIIB配列は，9種類の出現頻度の
高い主働 CjIIB（10%以上）と 35種類の低い微働 CjIIB
（5% 以下）に大別された。各 CjIIB-HT の CjIIB 配列
数は，主働 CjIIB（1∼3種類）および微働 CjIIB（0∼
10種類）ともに大きなハプロタイプ間差を示した。
（5）機能的 CjIIB 配列の重複と共有 : CjIIB-HT*01
および *06は DGB1グループの塩基配列を 5種類およ
び 2種類含み，また，ともに CjIIB16 グループの塩基
配列を 2種類ずつ含んでいた。さらに DBB1*02グルー
プの塩基配列は，いずれも CjIIB-HT*02に含まれてい
た。各グループの塩基配列は，グループ内の相互の類似
性の高低差から複数回に亘る遺伝子重複の結果，生じた
ことが示唆された。
塩基配列の類似性から，DBB1（または DAB1）およ
び DCB1 以外に CjIIB-HT*01∼*06のすべてに共通に
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存在する遺伝子座は確認されなかった。したがって，各
ハプロタイプ特有の遺伝子欠損が存在する可能性が示唆
された。一方，CjIIB-HT*04には DCB1遺伝子座の塩
基配列が検出されなかったが，ゲノム DNAによる解析
で DCB1*04が確認されていることから，DCB1*04は
末梢リンパ球以外で発現している機能遺伝子であるか，
あるいは偽遺伝子化している可能性が示唆された。
また，CjIIB-HT*06 に検出された 2種の主働 CjIIB
の塩基配列は，それぞれ CjIIB-HT*01 の主働 CjIIB :
DBB1*01または CjIIB-HT*03の主働 CjIIB : DABI1L
*03の塩基配列と一致した。さらに，CjIIB-HT*01 と
CjIIB-HT*05 との間で，微働 CjIIB : DFB1 の塩基配
列が一致した。したがって，これら CjIIB-HT間でアレ
ルを共有していることが示唆された。
（6）CjIIB-HTの機能的多様性 : 微働 CjIIBが検出さ
れなかった CjIIB-HT*04以外のハプロタイプでは，微
働 CjIIBの Ex2全体の塩基配列（270bp），Ex2がコー
ドする b1ドメインのアミノ酸配列（89aa），ならびに
b1ドメインに含まれる PBRの 18個のアミノ酸残基の
類似性（73∼100%，60∼100%および 6∼100%）は，主
働 CjIIB の類似性（80∼92%，62∼88% ならびに 22∼
72%）に比べてより大きな多様性を示した。
主働 CjIIBおよび微働 CjIIBの PBRのアミノ酸残基
の組合せは，それぞれ 9種類および 21種類であった。
また，PBRの 18ヶ所各々のアミノ酸の種類を平均する
と，主働 CjIIBでは 1.5種類，微働 CjIIBでは 2.4種類
であった。さらに PBRのアミノ酸残基のうち 14ヶ所に
延べ 23種類の特異的なアミノ酸残基が確認され，その
うち 9種類は主働 CjIIBに，残りの 14種類は微働 CjIIB
に認められた。
主働 CjIIBが 1種類しか検出されなかった CjIIB-HT
*02と CjIIB-HT*05 の主働 CjIIB の PBR のアミノ酸
残基は化学的性質が類似しており，特異的なアミノ酸残
基は認められなかった。一方，CjIIB-HT*02 および
CjIIB-HT*05では，微働 CjIIB配列に特異的なアミノ
酸残基が 1種類および 2種類検出された。
主働 CjIIB が 2種類検出された CjIIB-HT*01，*03
および *06は（5）に記載したように，各々いずれか一
方の主働 CjIIB を共有していた。これらのうち DAB1
*01の PBRに 4個の特異的なアミノ酸残基が認められ
た。これら 3種類の CjIIB-HTの微働 CjIIBを比較する
と，CjIIB-HT*01および CjIIB-HT*03では特異的なア
ミノ酸残基を有する微働 CjIIB 配列が 1種類および 2
種類検出された。しかし CjIIB-HT*06では，PBRに特
異的なアミノ酸残基を有する微働 CjIIBが認められな
かった。
微働 CjIIB は検出されなかったが，主働 CjIIB が 3
種類検出された CjIIB-HT*04において，これら 3種類
の CjIIBの PBRのアミノ酸残基は，CjIIB-HTの中で
もっとも多様であり，いずれも特異的なアミノ酸残基が
認められた。
したがって，微働 CjIIB の PBRs は，各ハプロタイ
プの抗原ペプチドに対する親和性の幅を広げるととも
に，各ハプロタイプ間の抗原ペプチド親和性の多様性を
高めることにより，限られた遺伝子座によって構成され
る主働 CjIIBの抗原ペプチド親和性を補完しているこ
とが示唆された。また，微働 CjIIBはリンパ球の種類，
分化・成熟状態に特異的な発現を示す可能性も考えられ
る。
2）MiSeqによる各ハプロタイプにおける機能的 CjIIB
のmRNA転写頻度の確認
1）で供試した 21個体に 9個体を加えた，計 30個体
を供試した。MiSeqで決定しうるリード長は 300bp未
満と短いが，産出するリード数は 5×107に達する。そ
こで，454 GS Juniorで同定した CjIIB遺伝子の塩基配
列をリファレンスとして，MiSeqで産出した各遺伝子
のリード数から，出現頻度を推定した。44種類の CjIIB
リファレンス配列は，454 GS Juniorで推定した各々の
CjIIB-HT に検出され，それらの出現頻度も 454 GS
Juniorのアンプリコンシーケンシングにより産出した
出現頻度に準じた。
3）HiSeq2500による機能的 CjIIBの確認
アンプリコン解析では，CjIIB ユニバーサルプライ
マー，ならびに NGS : Roche 454 GS Juniorでユニバー
サルプライマーに結合するアダプター配列などが，各々
の CjIIB由来 mRNAの PCR増幅の効率に影響してい
る（PCR バイアス）可能性がある。そこで，新たな 4
個体を供試し HiSeq 2500を用いた RNA-Seqにより決
定した全 mRNA の配列を，1）で決定した CjIIB 配列
（リファレンス）にマッピングした。その結果，供試し
た CjIIB-HT*01，*03，*04および *05の主働 CjIIBは
6種類すべて，ならびに微働 CjIIBは 25種類のうち 22
種類が検出された。また各々の出現頻度は，454 GS
JuniorならびにMiSeqのアンプリコンシーケンシング
により産出した出現頻度に準じた。したがって，アンプ
リコンシーケンシングにおいて機能的 CjIIBの出現頻
度に対する PCRバイアスの影響は小さいものと考えら
れる。
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結 論
MhcCoja領域に構築した 7つの DNA多型マーカー
を用いたハプロタイプ解析により，CjIIB領域は，その
上流 TRIM領域，下流 CjI領域との間で，組換えが生
じていることを示唆した。一方，各々の領域内は連鎖不
平衡状態にありハプロタイプブロックを形成しているこ
とが示唆された。NGSによるアンプリコンシーケンシ
ングにより各 CjIIB-HTの機能的 CjIIB遺伝子は連鎖し
ており，いずれも CjIIB領域内あるいはそれと連鎖す
る領域近傍に存在することが示唆された。
CjIIB-HTの CNVは，遺伝子の重複，融合，（機能的）
欠損，共有などダイナミックな遺伝子座の再編成によっ
てもたらされたことが示唆された。また，この CjIIB
遺伝子の CNVは，PBRにアミノ酸置換とともに遺伝
子数の多寡による多様性を付与し，抗原ペプチドに対す
る親和性に CjIIB-HT間差異をもたらし，種として認識
しうる抗原ペプチドの多様性を生み出すメカニズムとし
て機能していると考えられた。
多様なハプロタイプを形成する多重遺伝子族の機能的
遺伝子の解析において，リファレンス配列を整備するた
めには，NGSを活用したアンプリコンシーケンシング
による解析が有効であることを示した。また，リファレ
ンス配列が整備されれば，RNA-seqが PCRバイアスの
影響を最小限に抑えて，より網羅的に各遺伝子の転写量
を解析しうることを示した。
審査報告概要
本研究はニホンウズラMHC（MhcCoja）領域のハプ
ロタイプ解析をおこなうとともに，次世代シーケンサー
（NGS）を用いて機能的な CjIIB を同定しそれらの
CjIIB-HT間における多様性を明確にすることを目的と
した。MhcCoja 領域の 7つの DNA 多型マーカーを用
いたハプロタイプ解析により，CjIIB領域と，その上，
下流の領域との間で組換えが生じていること，各々の領
域内は連鎖不平衡状態にあることを示唆した。また，
NGSにより各 CjIIB-HTの機能的 CjIIB遺伝子は連鎖
しており，いずれも CjIIB領域近傍に存在することを
示唆した。さらに CjIIB-HTの CNVは，遺伝子座の再
編成によってもたらされたことを示唆した。CjIIBの複
雑な遺伝子構造の一端を明らかにするとともに，多重遺
伝子族の機能的遺伝子の解析法を確立した本研究の成果
は，今後のMhcCoja領域の多様性解析を一段と進展さ
せることで，家禽の抗病性育種に大いに貢献するものと
判断される。
よって，審査員一同は博士（畜産学）の学位を授与す
る価値があると判断した。
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